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研究の背景と経緯
　大腸癌は全世界で最も発症率の高い癌種のひとつで
す．近年のスクリーニング技術（免疫化学的便潜血検
査や大腸内視鏡）の向上により，早期発見・早期治療
が可能となりつつありますが，依然進行癌として発見
される場合も多く，手術や化学療法が重要となります．
中でも，近年の化学療法の進歩は目覚ましく，癌細胞
で活性化しているシグナル経路を阻害する分子標的治
療薬が治療の主体となってきました．しかし，その効
果は癌細胞の持つ遺伝子情報（増幅や変異）に大きく
左右されます．このため，癌細胞のもつ遺伝子情報を
症例ごとに調べたうえで，分子標的治療薬の効果を予
測して適応を決定する必要があります．
　癌細胞の遺伝子情報を得る方法としては，直接病巣
から癌細胞を採取する生検や手術が一般的ですが，患
者の身体に大きな負担を強いるために頻回の検査は困
難です．ところが，最近の報告によると，癌細胞は化
学療法に伴い遺伝子情報が変化して次第に治療抵抗性
を獲得すると考えられており，経時的な癌細胞の採
集・検査による遺伝子情報の確認が必要です．つまり，
患者への身体的負担を最小限に抑えながら定期的に行
える検査の必要性が大きな課題として残っていました
が，最近血中循環腫瘍細胞（circulating tumor cell：
CTC）の検出法がその課題を解決するための有用な方
法として脚光を浴びています．
　癌細胞は，原発巣から転移先の臓器に移動して転移
巣を形成する際に血流に乗る必要があります．この血
液中を流れる転移能を持った癌細胞が CTC です．
CTC の出現は，原発巣から血行性転移が形成される兆
候を示す重要な臨床情報であり，高感度に CTC を検
出する診断技術の確立は，癌患者の転移リスクや予後
を評価するために有益です．CTC は乳癌1），大腸癌2），
前立腺癌3）において有用な予後予測マーカーになりう
ることが既に報告されており，その臨床応用が期待さ
れています．現在，EpCAM（epithelial cell adhesion 
molecule）などの上皮系マーカーを指標とする CTC
検出法が開発されており，中でも Cell Search システ
ム（Janssen Diagnostics，米国）はアメリカ食品医薬
品局で認可され，すでに臨床応用されています．一方，
悪性度の高い癌細胞は，上皮系から間葉系の形質に変
化 す る 上 皮 間 葉 系 移 行（epithelial-mesenchymal 
transition：EMT）を起こし，上皮系マーカーを失う
事が知られています．そのため，従来の CTC 検出シ
ステムでは，上皮系マーカーが失われた悪性度の高い
CTC の検出が困難なことが大きな課題でした．
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　最近，私たちは上皮系・非上皮系癌細胞に広く高発
現するテロメラーゼ活性に依存して緑色蛍光タンパク
質（green fluorescence protein：GFP）を発現するア
デノウイルス製剤（TelomeScan）を用いた新規 CTC
検出システムを開発しました4，5）．今回は，このシステ
ムにフローサイトメトリー法（fluorescence activated 
cell sorting：FACS）による細胞回収と遺伝子解析技
術を組み合わせ，上皮系のみならず非上皮系の CTC
も回収して遺伝子解析を行える新しい CTC の遺伝子
解析技術の確立を目指しました．
研究成果の内容
1．TelomeScan は EpCAM 発現レベルの低い癌細胞
に対しても可視化効果を発揮する
　CTC の標識に TelomeScan が有用であることを確
認するため，まず癌細胞に対する TelomeScan の標識
効率を確認しました．TelomeScan はアデノウイルス
5 型を改変し，ウイルス複製に必須遺伝子である
E1A，E1B を hTERT プロモーターで制御することに
より癌細胞のみで複製するとともに，GFP を産生し腫
瘍細胞を可視化できるテロメラーゼ特異的制限増殖型
腫瘍融解アデノウイルス製剤です．TelomeScan を癌
細胞に感染させると，hTERT プロモーター活性の高
い癌細胞を選択的に緑色の蛍光で標識できます．
EpCAM が低発現の Panc 1，低発現と高発現の混在パ
ターンを示す SW480，高発現の HCT116，HT29のい
ずれでも TelomeScan が効率的に感染し，GFP 陽性腫
瘍細胞を観察できました．この結果から，TelomeScan
は上皮系マーカーに依存せず癌細胞を蛍光標識できる
ことを確認しました．
2．ダイレクトシークエンス法は変異を持つ癌細胞の
純度が30％以上必要である
　次に，遺伝子解析方法の違いによる CTC 遺伝子変
異解析効率を確認することにし，まずダイレクトシー
クエンス法の性能を検討しました．ダイレクトシーク
エンス法は，抽出した DNA を用いて PCR でゲノム
DNA を増幅した後にシークエンサーで目的の遺伝子
領域の塩基配列を直接読み取る方法です．少なくとも
変異を持つ癌細胞が 5 個以上あれば PCR でゲノム
DNA を増幅し，ダイレクトシークエンス法による遺
伝子解析が可能でした．一方，純度に関しては変異を
持つ癌細胞の割合が30％以上あれば遺伝子変異を検出
できましたが，30％未満の場合は検出不能であり，高
純度のサンプルが必要であると考えられました．
3．変異特異的 PCR 法は変異を持つ癌細胞の純度が
5 ％以上で遺伝子変異を検出できる
　ダイレクトシークエンス法以外の遺伝子解析方法と
して変異特異的 PCR 法（allele-specific blocker PCR：
ASB-PCR）の性能を検討しました．変異特異的 PCR
法では，野生型アレルに対するブロッカーで非特異的
増幅を抑制したのち，変異特異的プライマーで変異配
列の増幅をリアルタイム PCR で確認しました．ダイレ
クトシークエンス法と同様に少なくとも変異を持つ癌
細胞が 5 個以上あれば変異アレルの増幅が可能でし
た．一方，純度に関しては変異を持つ癌細胞の割合が
5 ％以上で変異アレルの増幅が可能でした．以上の結
果から，変異特異的 PCR 法はダイレクトシークエンス
法よりも高感度に遺伝子変異を検出できると考えられ
ました．
4．CTC モデルの検討：ダイレクトシークエンス法は
血球系細胞を取り除いたサンプルで癌細胞が10個含ま
れていれば遺伝子変異を検出できる
　次に，CTC を回収する技術を確立するために，癌細
胞株を健常人から提供された血液 5 ml に混ぜた CTC
モデルを作成し，条件検討を行いました．CTC の回収
プロトコルを簡単に説明します．血液を塩化アンモニ
ウム溶液に混ぜて赤血球を溶血させたのち，単核球分
画を回収しました．これに TelomeScan を感染させ，
24時間ローテータで培養しました．そののち遠心分離
して細胞を回収し，パラホルムアルデヒドでウイルス
を不活化した後，抗 CD45蛍光抗体で血球細胞を黄色
蛍光標識後に FACS Aria セルソーターで緑色蛍光標
識細胞を回収しました．FACS は，細胞に励起光を当
てることにより蛍光強度を検出し，細胞が含まれる液
滴に電荷を付加することで，目的の蛍光標識細胞を電
気的に回収することができる装置です．ゲート設定は，
GFP 陽性細胞分画を P 2 ゲート，GFP 陽性かつ CD45
陰性細胞分画を P 3 ゲートとしました（図）．
　様々な遺伝子変異を持つ癌細胞株（Panc 1，SW480，
HCT116，HT29）を血液 5 竓に10個入れた CTC モデ
ルを作成し，TelomeScan を感染後に，FACS Aria を
用いて GFP 陽性かつ CD45陰性分画（P 3 分画）を回
収しました．DNA を抽出し KRAS，BRAF 遺伝子の
ダイレクトシークエンシングを行ったところ，すべて
の細胞株で遺伝子変異を検出できました．ダイレクト
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シークエンス法による遺伝子解析にはサンプルの純度
が高い必要がありますが，血球系細胞の混入を CD45
抗体で除く P 3 分画を用いることでこの問題点を克服
でき，CTC の遺伝子解析に耐えられることが示されま
した．
5．CTC モデルの検討：変異特異的 PCR 法は血球系
細胞を取り除かないサンプルでも癌細胞が10個含まれ
ていれば遺伝子変異を検出できる
　様々な遺伝子変異を持つ癌細胞株（Panc 1，SW480，
HCT116，HT29）を血液 5 竓に10個入れた CTC モデ
ルを作成し，TelomeScan を感染後に FACS Aria を用
いて GFP 陽性分画（P 2 分画）および GFP 陽性かつ
CD45陰性分画（P 3 分画）を回収しました．DNA を
抽出し KRAS，BRAF 遺伝子の変異特異的 PCR を行
ったところ，すべての細胞株で遺伝子変異を検出でき
ました．純度の低い P 2 分画でも遺伝子解析を行える
ことが，ダイレクトシークエンシングに対して有利な
点です．
6．EMT 誘導癌細胞で作成した CTC モデルでも遺伝
子解析を行える
　KRAS 遺伝子変異を持つ A549細胞に TGF-βを作用
させて EMT を誘導した A549-EMT 細胞を血液 5 竓
に10個入れた CTC モデルを作成しました．ダイレク
トシークエンス法と変異特異的 PCR 法で解析したと
ころ，P 2 分画と P 3 分画において KRAS 遺伝子変異
を確認できました．
7．上皮系マーカー陰性癌細胞で作成した CTC モデ
ルでも遺伝子解析を行える
　消化器の間葉系腫瘍から樹立された KIT 遺伝子変
異を持つ GIST882細胞を血液 5 竓に100個入れた CTC
モデルを作成しました．ダイレクトシークエンス法で
解析したところ，KIT 遺伝子変異を確認できました．
以上の結果から，私たちの CTC 検出システムは上皮
系のみならず間葉系の CTC も検出して遺伝子解析を
行えることを確認できました．
8．大腸癌臨床サンプルでも遺伝子解析を行える
　最後に原発巣で KRAS 遺伝子変異や BRAF 遺伝子
変異が検出された大腸癌患者 8 例（うち 5 例は遠隔転
移を有する）の血液を約 5 竓採取し，CTC モデルと同
様に TelomeScan を感染させて GFP 陽性細胞を回収
し，遺伝子解析を行いました．P 2 ゲートでソーティ
ングを行い，変異特異的 PCR 法で遺伝子解析を行った
ところ， 2 例で遺伝子変異を検出しました．この 2 例
のうち 1 例は化学療法に耐性となった遠隔転移を有す
る BRAF 変異大腸癌症例で，もう 1 例は多発肝転移を
生じた KRAS 変異大腸癌症例で，いずれも病勢を反映
した結果と考えられました．
研究成果の意義
　大腸癌における分子標的治療薬の進歩は目覚まし
く，特に抗 EGFR 抗体薬は化学療法に必要不可欠とな
りました．しかし抗 EGFR 抗体薬は KRAS 遺伝子に
図　TelomeScan を使用した CTC 検出回収シ
ステム
TelomeScan で緑色の蛍光を発する CTC は，フ
ローサイトメトリー法で回収される．DNA を
抽出し，ダイレクトシークエンスもしくは
ASB-PCR 法で遺伝子解析を行った．CTC：
Circulating Tumor Cells，FSC：Forward 
Scatter， GFP：Green Fluorescent Protein，
SSC：Side Scatter．
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変異があると効果が乏しく，KRAS 遺伝子変異は薬剤
耐性の重要なバイオマーカーと考えられています．非
侵襲的な血液からの癌由来の KRAS 遺伝子変異検出
方法としては，主に血中を浮遊する DNA を回収して
遺伝子解析する方法と，CTC から DNA を回収して遺
伝子解析を行う方法があります．血中を浮遊する
DNA に占める腫瘍由来 DNA の割合は 1 万分の 1 以
下といわれており，血中 DNA を回収して腫瘍由来の
遺伝子変異を解析するのは困難です．一方，CTC は血
液中の腫瘍細胞から直接 DNA を回収したうえで遺伝
子解析を行えるため，正常細胞由来 DNA によるノイ
ズを低減できることから「liquid biopsy」としての有
用性に期待が集まっています．
　CTC の検出技術は日進月歩の領域で，様々な検出方
法が提案されています．主なものとして，上皮系マー
カ （ー癌細胞は上皮に由来する），サイズ（癌細胞は血
球系細胞よりも大きい），電荷（癌細胞と血球系細胞の
電荷の違い）を利用した方法があります．中でも，米
国の FDA で唯一認可された CellSearch システムが一
般的でした．これは，上皮系マーカーである EpCAM
に対する磁気ビーズ抗体を用い，CTC を捉えるツール
です．しかし，悪性度の高い CTC は EMT を経て間葉
系に形質転換している可能性が示唆されています．こ
れを考慮すると，上皮系マーカーで CTC を捉える検
出系では不十分であると言わざるを得ません．これに
対し，私たちの樹立した TelomeScan を用いた CTC
検出システムは，癌細胞に普遍的なテロメラーゼを標
識するため，上皮系や間葉系の CTC も捉えることが
できます．これに FACS や遺伝子解析技術を組み合わ
せる事で，高感度かつ簡便に CTC の遺伝子変異を検
出できる新たなツールを初めて確立しました．これに
より，癌患者においていかなる癌細胞の遺伝子プロフ
ァイルもリアルタイムかつ非侵襲的に解析することが
可能となります．この技術は，癌患者において分子標
的治療薬を使用するための重要な情報を提供し，テー
ラーメイド医療への道を切り開く道標になることを確
信しております．
今後の展開や展望
　近年，次世代シークエンサーやデジタル PCR など，
遺伝子解析技術の進歩およびコストダウンのスピード
は加速度的に増しています．今後は，CTC のゲノムワ
イドな遺伝子解析を行うことで，個々の患者に適した
治療方法を提供できるようになると考えられます．私
たちのシステムは，真に転移能を有する悪性度の高い
間葉系 CTC を捉えることができるため，患者一人一
人に最適の治療方法を選択するテーラーメイド医療の
発展に貢献できると期待されます．
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